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1．はじめに
　薬物を化学的に修飾することによって，その作
用の増強を計り，毒性の軽減を志向することは，
ケミカルデリバリーシステムとして知られてお
り，その多くは，プロドラヅグの形をとっている．
低分子性プロドラッグは，カルボン酸エスラルに
代表されるように，吸収性や体内での親和性を高
め，親化合物の速い代謝を抑制することにより，
効率的に，しかも持続的に作用をもたせることを
目的としている．
　しかし，最近，このような低分子性プロドラッ
グ以外に，高分子物質で化学修飾を施したケミカ
ルデリバリーが試みられるようになってきた．こ
れは，薬物の高分子修飾と言われている1）．　ドラ
ッグデリバリーシステムの達成には，種々の高分
子が活用されているが，多くは賦形剤として使用
されており，高分子修飾とは全く違った形で機能
が引き出されている．高分子修飾の場合には，薬
物の挙動は，高分子の体内動態によってほとんど
支配されるようになる2）3）．さらに，体内への直接
投与が行なわれるため，高分子は毒性，免疫原性
あるいは蓄積性のないものが望まれ，生体内分解
性を備えているものが適切である．高分子修飾に
よる効果としては，次のようなことが期待される．
i）体内保持性が高められる2）．ii）投与部位での貯
留性が良効である2）．in）リンパへの移行性を高め
ることができる2）．iv）被加水分解性の結合を介
することで，薬物徐放性が得られる2）．v）エンド
サイトーシスにより，細胞への能動的とりこみを
行なわせ，リソゾーム内での加水分解を利用した，
細胞へのターゲティングが可能になる8）．
　使用される高分子としては，ポリペプチド，ポ
リサッカライド，核酸，合成高分子があるが，夫
々について，既に研究報告がなされている．その
中でもとくに，アルブミンとデキストランに関し
ては，水溶性であることや低毒性であること，さ
らに，化学的修飾が比較的行ないやすいことから，
よく使用されている．また，アルブミンは，体内
保持性がよく，薬物徐放性にとって適切な，体内
半減期を有していることや生体内分解性等の有利
な点が多い4）．一方，デキストランの場合は，生
体内分解性は低いものの，生体適合性はよく，種
々の分子量のものが得られることから，分子量の
違いにもとつく動態制御が可能であり，このため
に利用されることが多い5）．高分子修飾の対象と
なる薬物は，副作用の強いものや代謝の速いもの
がえらぼれる．さらに，持続的放出が望まれるも
のが適している．制癌薬は，その代表であり，高
分子修飾により，その欠点が改善される可能性が
高い6）．これまでの研究報告においても，高分子
修飾を施した制癌薬に関するものが多く見られ
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る．それらの知見と関連させつつ，我々の研究例
を報告することとする．
2．　メトトレキセートの高分子修飾
　メトトレキセート（MTX）は，これまでにアル
ブミン，ポリリジン，アミノエチルデキストラン
等に結合したものが知られている．MTXは，時
間依存型の制癌薬であることから，高分子修飾に
よる体内保持性の改善や徐放化に有用と考えられ
る7）．実際，アルブミンでは，その適当な体内半減
期と生体内分解性から有用性が示されており4），
ポリリジンでは，MTX耐生株に対し，細胞内へ
のエンドサイトーシスによるとりこみにより，耐
生が克服できることを示している8）．我々は，
MTXの薬物担体として，酸化デキストランにジ
アミノアルカンを導入したものを用いることを考
えた9）．これは，この方法が比較的容易であるこ
と，またデキストランの酸化度に応じて導入でき
るジアノミアルカンの量を制御できること，さら
に，ジアミノアルカンは，そのアルキル鎖の長さ
を変えられるといった利点があったためである．
しかし，実際には，組み合わせが非常に多いため，
限られた条件で選択を行なった．デキストランは，
適用を考えた時，体内保持性の点から，分子量は
7万のものを用いた．酸化条件としては，20％酸
化と10％酸化の場合について検討したが，10％の
ものの方が，安定性の点で良効であることが見出
された．この10％の酸化デキストランに，ジアミ
ノアルカンをシッフ塩基で導入し，水素化ホウ素
ナトリウムで還元後，透析して得た．ジアミノア
ルキレンーデキストランT70については，エチレン，
ヘキシレン，デシレンについて検討したところ，
ジアミノデシレソーデキストランT70（T70－Clo）
が，アミノ基導入の点で，良効であることが，ニ
ンヒドリンによる検査で示された．これらから，
薬物担体には，T70－C1。を使用することにした．
　T70－C1。の最終的な調製方法は，できる限り残
留アルデヒドをなくするため，還元をより強く行
なう方法をとり，Table　1のように行なうことと
Table　l　Preparation　of　the　Polymer
　　　　Support，　T70－Clo
1…（1・9・・…mlH・・）1
NaIO42．635　g，1h，　in　the　dark
（CH20H）27．654　g
dialyzed　against　H20，2d，5°C
・・G・H・1
H2N（CH2）loNH22．553　g，6h，　pH　g
NaBH46．8g，14　h，　pH　9．5
NaBH42．8g，8h，　pH　9．5
dialyzed　against　H20，2d，5°C
freeze－dried
T・・－CH・NH（・H・）・諏・・（T・・－C・・）1
した．しかし，本質的には，還元条件をつよくし
たときとしなかった時でも，T70－C、。のスペクト
ルやニンヒドンに対する反応は，変化がなかった．
T70－Cloの特性は，　Fig．1のゲルクロマトグラム
の示すようなものであった．T70－CH2NH（CH2）1。－
NH2が有効に形成されていることが，ニソヒドリ
ンにより確認された1°）．
　MTXは，水溶性カルボジイミド（EDC）によ
り，T70－Cエ。に導入された．これは，　T70－C、。と
MTXの結合体，　T70－C、。－MTXとして示され，
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Fig．1　Elution　Profiles　of　T70－Clo　Checked　by
　　　Several　Methods　on　Sephadex　G50　Ge1・
　　　61tration　with　a　50　mM　NaCl　Aqueous
　　　Solution．
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Fig．2　Proposed　Structure　of　T70－Clo－MTX
　　　Conjugate．
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Fig．3　Elution　Profiles　on　Sephade×　G50　Gel・
　　　丘ltration　with　a　50　mM　NaCI　Aqueous
　　　Solution．
Fig．2に示すような構造が考えられる．しかし，
　　　　　このとき，EDCを用いなくても，ゲルろ過にお
いて，高分子分画にMTXが吸着して出てくるこ
とが見出された．アルデヒド基が残存しているこ
とが考えられた（Fig．3）．
　MTXのジヒドロ葉酸還元酵素（DHFR）への
1：1の結合は，DHFRのケイ光を完全に解消し，
DHFRのケィ光解消度は，存在するMTX量の
尺度となるが，T70－C1。－MTXのDHFRへの親
和性は，吸着したMTXも原因しているかも知れ
ない．T70－Clo－MTXは，遊離MTXに比べて，
約9％の活性を示し，透析後も約6％の活性を有
していた．
　同じ量的条件下で反応したとき，EDCを使わず
に得たT70－Clo・adsorbed　MTXでは，　EDCを
用いて得たT70－C1。－MTXのMTXのうちの吸
着したMTXに対して，等しいか又は多くの
MTXを吸着していると考えられるが，夫々，同
じ高分子重量で，同様の条件で透析したとき，
T70－C1。・adsorbed　MTXからは，ほぼ完全に
MTXが除去された（Fig．4）．この時，透析前と
透析後について，同じ希釈倍率で活性測定したと
ころ，T70－Clo・adsorbed　MTXの方は，　T70－
C1。－MTXと同重量濃度で，わずか0．5％のMTX
活性が残存したのみであった（Fig．5）．透析によ
り，約1／40倍にまでMTXが除去できたことが示
された．したがって，結合体，T70－CrMTXは，
高分子のままでDHFRに親和性を有するものと
考えられた．MTXは，プテリジン環部分がDHFR
の活性中心に入ることで阻害を示すことから，結
合体の活性が残存していても矛盾はないと考えら
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Fig．4　Spectra　of　T70－Clo－MTX　and　T70－Clo・
　　　adsorbed　MTX　before　and　after　Dialysis．
　　　1，T70－Clo－MTX　before　dialysis
　　　2，T70－Clo－MTX　after　dialysis
　　　3，T70－Clo・adsorbed　MTX　before　dialysis
　　　4，T70－Clo・adsorbed　MTX　after　dialysis
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　　　Fig．5
－●一，T70－Clo－MTX　before　dialysis；一〇一，　T70－
Clo－MTX　after　dialysis；一▲一，　T70－Clo・adsorbed
MTX　before　dialysis；一△一，　T70－Clo・adsorbed
MTX　after　dialysis；一ロー，　MTX；一一▲一一，　T70－
Clo・adsorbed　MTX　before　dialysis，　corrected　to
correspond　to　the　same　concentration（w／v）as
T70－Clo－MTX；一一△一一，　T70－Clo・adsorbed　MTX
after　dialysis，　corrected　to　correspond　to　the　same
concentration（w／v）as　T70－Clo－MTX．
　0・7　　　　　1．4　　　　　　　　　　　2．8
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Quenching　of　Fluorescence．
れた1D．このことは，　T70－C、o－MTXは，　MTX
そのものを放出する以外に，高分子骨格の劣化に
よっても，MTXを含んだ断片がインヒビターと
して働きうることが示唆された．
3．5一フルオロデオキシウリジンの高分子修飾
　5一フルオロウラシル系統の薬物に関しては，高
分子修飾の例は，ほとんど知られていない．5一フ
ルオロー2’一デオキシウリジン（FudR）に関して，
Brodanoらがアルブミンとの結合体についてわず
かに報告している程度である12）1s）．　FudRも時間
依存型の薬物であり，細胞との接触時間が長いほ
ど有効となる14）．FudRは，そのままでは水酸基
しか活性基がないため，ジカルボン酸をエステル
で導入することにより，残存する一方のω一カル
ボキシル基を修飾することを考えた．7一カルボキ
シヘプタン酸を2’位に導入したFudR（C6－FudR）
を用いることにした．したがって，FudRは，エ
ステル結合の加水分解で放出されることになる．
このため，液性及びエステラーゼ（豚肝臓由来）
　　（a）
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Fig．6　Proposed　Structures　of　T70－C1ザC6－FUdR
　　　Conjugate（a）and　PLL－C6－FUdR　Conjugate
を用いた酵素的な分解を中心に検討を進めた15）．
　高分子としては，生体内分解性であるポリリジ
ン（PLL）と比較的体内で安定と考えられるデシ
レンジアミンーデキストランT70（T70－C、。）を用
い，それらのアミノ基に，C6－FudRをアミド結合
させた（Fig．6）、　FudRの放出性については，
C6－FudR，　PLL－C6－FudR，　T70－C、ザC6－FudRに
ついて，pH　7．4，　pH　3．8でエステラーゼ存在
下と非存在下で調べた．PLL－C6－FudRは，24　h
で約10％，T70－C、。－C6－FudRは，48　hで約10％，
pH　7．4では，液性のみで加水分解がおこった．
これは，C6－FudR単独の加水分解性に類似してい
た，pH　3．8では，非酵素的には，　FudRは放出
されなかった．エステラーゼ添加時は，C、－FudR
は，きわめてはやい加水分解をうけたが，T70－
C1。－C6－FudR，　PLL－C6－FudRは，はるかに加水
分解が抑制された．PLL－C6－FudRでは，むしろ
エステルの加水分解が低下したが，これは，PLL
とエステラーゼの相互作用が，エステル結合に影
響していることが考えられた．T70－C1。－C6－FudR
では，pH　7．4，　pH　3．8いずれにおいても，エス
テラーゼに基づくと考えられるゆっくりした加水
分解が見られた（Fig．7，　Fig．8）．
　PLLC6－FudRでは，　PLL骨格のプロテアーゼ
による加水分解が考えられ，生体内分解性高分子
の場合のモデルとしても扱えるところから，PLL
骨格分解後の，FudRの放出性を調べた．分解は，
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●，With　esterase　at　pH　7．4
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out　esterase
esterase　was　1000　units／ml．
48
In　Vitro　Release　of　FUdR　from
T70－Clo－C6－FUdR　Conlugate．
　　　　　　　　　 　　　；○，without　esterase
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at　pH　3．8．　The　concentration　of
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In　Vitro　Release　of　FUdR　from　the　Pro－
ducts　Obtained　after　Incubation　of　PLL－
C6－FUdR　with　Trypsin．
●，With　esterase　at　pH　7．4；○，　without
esterase　at　pH　7．4；▲，　with　esterase　at
pH　3．8；△，　without　esterase　at　pH　3．8．
The　concentration　of　esterase　was　1000
units／ml．」
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　　　　Fig．8．　In　Vitro　Release　of　FUdR　from
　　　　　　　　　　　PLL－C6－FUdR　Conjugate．
●，With　esterase　at　pH　7．4；○，　without　esterase
at　pH　7．4；▲，　with　esterase　at　pH　3．8；△，　with－
out　esterase　at　pH　3．8．　The　concentration　of
esterase　was　1000　units／mL
Fig．10　ProposedMechanlsms　of　FUdR　Release
　　　　　　　from　T70－Clo－C6－FUdR　and　PLL－C6－
　　　　　　　FUdR．
（・一一ナ），Minor　or　less　important　route；
（一⇒），main　or　more　important　route．
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トリプシンで処理し，ゲルろ過で低分子化したこ
とを確認した後，その分解物について，薬物放出
を調べた．分解により，pH　3．8，　pH　7．4いずれ
に対しても，加水分解性が高まることが認められ
た．pH　7．4の方が，　pH　3．8に比べて高くなる
ことも見出された（Fig．9）．分解，放出のメカニ
ズムとしては，Fig．10に示すようなスキームが
考えられた．このFudRの高分子修飾は，薬物
の結合量や高分子の選択により，実際的にも有力
な高分子化制癌薬の調製が可能ではないかを示唆
するものであった．
4．おわりに
　以上にのべた以外に，現在，pH－sensitiveな結
合を介した制癌薬の高分子化とリソゾーム酵素に
よる分解をうけるペプチドスペーサーを導入した
高分子制癌薬を検討中であり，担癌マウスを用い
た評価も行なえるようになったので，さらに研究
が進展するものと考えている．
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